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Os metais pesados, embora existam naturalmente no ecossistema aquático em níveis vestigiais, 
podem tornar-se preocupantes por via da sua libertação, fruto das diversas atividades 
antropogénicas. Estes elementos podem ser essenciais, como o zinco, ou não essenciais, como 
o chumbo. Estes metais, quando excedem certas concentrações, tornam-se prejudiciais para a 
saúde dos organismos aquáticos, pois não são biodegradáveis, são potencialmente tóxicos, 
ambientalmente persistentes, bioacumuláveis e biomagnificáveis. O presente estudo visou a 
avaliação dos efeitos histopatológicos provocados pela exposição crónica (28 dias), em 
condições ambientais controladas, a concentrações subletais e ecologicamente relevantes de 
contaminantes metálicos comuns (zinco: 0, 30, 90 e 270 μg/L; e chumbo: 0, 300, 900 e 2700 
μg/L) em fígados de pregados (Scophthalmus maximus). Na avaliação histopatológica, após 
exposição ao zinco e ao chumbo, observaram-se, no geral, distúrbios circulatórios (e.g. 
hemorragia, hiperemia/congestão e dilatação dos capilares sinusóides), regressivos (e.g. 
vacuolização citoplasmática e núcleos picnóticos), progressivos (e.g. hipertrofia dos 
hepatócitos) e inflamatórios (e.g. centros de melanomacrófagos), embora com diferentes 
prevalências e severidades. As alterações mais observadas no parênquima hepático foram as 
circulatórias, seguindo-se as regressivas, em ambas as exposições, nomeadamente para as doses 
mais altas testadas. Contudo, em tecidos de animais previamente expostos ao chumbo, não 
foram observadas alterações inflamatórias e progressivas. Este trabalho demonstrou os efeitos 
tecidulares perniciosos que os metais pesados podem ter em organismos aquáticos, em 
particular nos peixes, quando sujeitos a concentrações subletais e ecologicamente relevantes de 
elementos metálicos a longo prazo. 
 








Heavy metals, although naturally occurring in the aquatic ecosystems in trace levels, may 
become of concern due to their release as a result of various anthropogenic activities. These 
elements can be essential like zinc, or non-essential like lead. When these metals exceed certain 
concentrations, they are harmful to the health of aquatic organisms because they are not 
biodegradable, are potentially toxic, environmentally persistent, bioaccumulative and 
biomagnifiable. The present study aimed to evaluate the histopathological effects caused by a 
chronic exposure to sub-lethal and ecologically relevant concentrations of metallic 
contaminants (zinc: 0, 30, 90 and 270 μg/L; and lead: 0, 300, 900 and 2700 μg/L) in turbot 
(Scophthalmus maximus) livers, in a controlled environment. In the histopathological 
evaluation, after exposure to zinc and lead, circulatory (e.g. hemorrhage, hyperemia/congestion 
and dilation of sinusoidal capillaries), regressive (e.g. cytoplasmic vacuolization and pycnotic 
nuclei), progressive (e.g. hepatocyte hypertrophy) and inflammatory disorders (e.g. 
melanomacrophage centers) were observed, although with different prevalence and severity 
levels. The most visualized alterations in the liver parenchyma were circulatory ones, followed 
by the regressive ones, in both assays, namely for the highest doses tested. However, no 
inflammatory nor progressive changes were observed in previously exposed animal tissues to 
lead. This study demonstrated the harmful effects of heavy metals on aquatic organism’s 
tissues, particularly on fish, when long-term exposed to sublethal and ecologically relevant 
concentrations of metallic elements. 
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I. Introdução 
Os metais pesados são elementos metálicos que ocorrem naturalmente na terra e que 
possuem um peso atómico elevado e uma densidade pelo menos cinco vezes maior que a 
da água (Tchounwou et al., 2012; Łuczyńska et al., 2018; Al Osman et al., 2019).  
Nas últimas décadas, o rápido avanço da indústria e da agricultura levou ao aumento da 
poluição por metais pesados, representando um risco ambiental significativo para todos 
os organismos vivos, incluindo o Homem (Yi et al., 2011; Arantes et al., 2016; Maccotta 
et al., 2016). Os metais pesados surgem no meio ambiente devido a causas naturais, 
normalmente associadas a fenómenos de atividade vulcânica, mas também por ação 
antrópica, por via da fertilização dos solos, disposição inadequada de efluentes 
industriais, derramamento de óleos, descarga de esgotos domésticos não tratados, 
exploração de minérios, água da chuva contaminada e deposição atmosférica (Yang et 
al., 2017; Zhao et al., 2017; Li et al., 2019). 
Os metais pesados existem dispersos no ambiente aquático pois são facilmente 
dissolvidos e transportados pela água, sendo consequentemente absorvidos pelos diversos 
organismos aquáticos (Rose e Shea, 2007; Connan e Tack, 2010; Aktar et al., 2011). Estes 
encontram-se dispersos na coluna de água, mas também adsorvidos a sedimentos e em 
águas intersticiais (Rose e Shea, 2007; Connan e Tack, 2010; Aktar et al., 2011). Como 
tal, os metais pesados são frequentemente detetados na água do mar, embora em 
concentrações vestigiais, mas que ultrapassam os níveis naturais (Kargın et al., 2001; 
Arantes et al., 2016; Rajeshkumar e Li, 2018). 
Os metais podem ser classificados como essenciais e não essenciais, de acordo com as 
funções biológicas desempenhadas (Sfakianakis et al., 2015). Deste modo, metais 
essenciais, como por exemplo o cobre, o zinco, o crómio, o níquel, o cobalto, o selénio e 
o ferro, em concentrações bastante baixas permitem a realização de determinadas funções 
bioquímicas e fisiológicas em organismos vivos (Jaishankar et al., 2014; Maccotta et al., 
2016; Yılmaz et al., 2017). Contudo, quando excedem certas concentrações tornam-se 
prejudiciais ao organismo (Tchounwou et al., 2012; Jaishankar et al., 2014; Maccotta et 
al., 2016). Apesar destes metais possuírem importantes funções biológicas em plantas e 
animais, por vezes as suas capacidades de coordenação química e as suas propriedades 
de oxidação-redução atribuem-lhes um benefício extra, para que consigam evadir-se de 
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mecanismos de controlo, como homeostase, transporte, compartimentação e ligação aos 
constituintes celulares (Valko et al., 2005). Esses metais ligam-se a proteínas, em locais 
inespecíficos, deslocando os metais originais dos seus locais de ligação próprios (Stohs e 
Bagchi, 1995). Isto leva a um funcionamento inadequado das células e, por fim, a efeitos 
nocivos (Stohs e Bagchi, 1995).  
Por outro lado, os metais não essenciais, como o alumínio, o cádmio, o mercúrio, o 
estanho e o chumbo, não desempenham nenhuma função biológica conhecida, sendo 
bastante tóxicos, mesmo em baixas concentrações (Sfakianakis et al., 2015; Yılmaz et al., 
2017; Kim et al., 2019). Estes metais provocam toxicidade sistémica induzindo danos em 
múltiplos órgãos essenciais, como o fígado, o cérebro e os rins, causando, deste modo, 
hepatotoxicidade, neurotoxicidade e nefrotoxicidade (Valko et al., 2005; Nunes et al., 
2014a; Karri et al., 2016). 
Os metais pesados encontrados com mais frequência nas águas residuais são o arsénio, o 
cádmio, o crómio, o cobre, o chumbo, o níquel e o zinco, originando riscos para a saúde 
animal e humana, mas também para o meio ambiente (El-Naggar et al., 2009; Fair et al., 
2018; Saibu et al., 2018).  
Os peixes assimilam metais através de diferentes vias, incluindo absorção através de 
brânquias e do tegumento, ou por ingestão através dos alimentos ou sedimentos, 
concentrando-se em níveis distintos em função do órgão em causa, sendo a intensidade 
dos efeitos tóxicos influenciada pela temperatura, concentração de oxigénio, pH e dureza 
da água (Newarman, 1998; Squadrone et al., 2013; Abalaka, 2015). A toxicidade dos 
metais é dependente da dose absorvida, da via de exposição e da duração da exposição, 
isto é, se é aguda ou crónica (Tchounwou et al., 2012; Jaishankar et al., 2014; Junejo et 
al., 2019).  
Os metais pesados acumulam-se de forma distinta em diferentes órgãos dos peixes, de 
acordo com a afinidade entre os órgãos e os metais (Gallego Ríos et al., 2018). O fígado 
e os rins apresentam maior tendência à acumulação de metais comparativamente com 
brânquias e músculos (Bervoets et al., 2001; Koca et al., 2005).  
O fígado é o órgão principal de destoxificação em vertebrados, particularmente em peixes 
(El-Naggar et al., 2009). É um dos locais principais de síntese e armazenamento de lípidos 
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nestes animais (Chen et al., 2013). Deste modo, o fígado é considerado o órgão mais 
adequado para avaliar os efeitos tecidulares resultantes da exposição dos peixes a muitos 
poluentes, uma vez que tem um papel fundamental na transformação e subsequente 
excreção de xenobióticos, sendo por isso um dos órgãos mais afetados por contaminantes 
na água (El-Naggar et al., 2009; Hadi e Alwan, 2012; Dang et al., 2017). Tendo em conta 
o seu papel central no metabolismo e sua alta sensibilidade aos poluentes ambientais, o 
fígado tem sido alvo de várias investigações toxicológicas em distintas espécies de peixes 
(Al-Balawi et al., 2013; Rodrigues et al., 2019a; Ghribi et al., 2019). 
Os estudos histológicos quantitativos são bastante pertinentes para analisar os efeitos 
subagudos e crónicos dos contaminantes e para auxiliar na comparação de respostas 
toxicológicas em condições distintas (Jagoe et al., 1996; Bernet et al., 1999; Monteiro et 
al., 2008). A histopatologia representa um método eficaz, enquanto biomarcador 
ecotoxicológico, pois permite uma rápida avaliação dos efeitos provocados pela 
exposição a contaminantes em diversos tecidos de organismos aquáticos (Bernet et al., 
1999). Esta ferramenta permite situar, descrever e quantificar lesões que ocorrem em 
órgãos alvo específicos de peixes expostos, expressando as condições ambientais e o 
tempo de exposição a que os organismos foram submetidos (Nero et al., 2006; Santos et 
al., 2012; Rodrigues et al., 2019b).  
O aumento da contaminação dos ecossistemas aquáticos por metais pesados tem 
provocado diversas alterações morfológicas, fisiológicas e bioquímicas nos organismos 
que aqui vivem (Golovanova, 2008; Santos et al., 2012). Neste sentido, as alterações 
histopatológicas têm sido bastante usadas como biomarcadores para avaliar a saúde de 
peixes expostos a contaminantes (Gernhöfer et al., 2001; Banihashemi et al., 2016; 
Rodrigues et al., 2019b). Do mesmo modo, os índices histopatológicos têm sido bastante 
utilizados como biomarcadores no controlo do estado de saúde dos peixes durante a 
exposição a metais pesados (Safahieh et al., 2012). Alguns autores sugerem que os índices 
de condição histopatológica devem ter em conta a importância relativa das lesões, isto 
porque algumas modificações podem provocar maior dano a um órgão do que outras 
(Costa et al., 2009). O uso de uma escala métrica de avaliação histológica permite obter 
um valor de classificação ordinal para uma lesão específica tendo em conta o seu impacto 
no peixe, reduzindo a subjetividade da avaliação e permitindo a aplicação da estatística 
convencional (Bernet et al., 1999). 
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A utilização de biomarcadores histopatológicos para monitorização ambiental acarreta 
inúmeros benefícios pois, estes biomarcadores possibilitam a análise de órgãos alvo  
específicos, como brânquias, rins e fígado, que são responsáveis por diversas funções 
vitais do organismo, incluindo respiração, excreção, armazenamento e biotransformação 
de xenobióticos nos peixes (Gernhöfer et al., 2001). As alterações histopatológicas 
encontradas nesses órgãos são habitualmente fáceis de identificar e servem como sinais 
de alerta para efeitos prejudiciais à saúde dos peixes (Safahieh et al., 2012).  
Os peixes estão no topo da cadeia alimentar aquática e, por isso, acumulam uma 
quantidade significativa de metais pesados, constituindo uma fonte destes para os 
consumidores (Squadrone et al., 2013; Javed e Usmani, 2016). Estes são os vertebrados 
mais abundantes e diversos no compartimento aquático e, como tal, estão mais suscetíveis 
à poluição (Brown et al., 2014). Deste modo, estes vertebrados marinhos são bons 
bioindicadores para a monitorização a longo prazo da acumulação de metais (Yılmaz et 
al., 2017).  
Os peixes pleuronectiformes, como o pregado (Scophthalmus maximus), são organismos 
teste comuns no que toca a aferir efeitos tóxicos provocados por agentes causadores de 
stress ambiental, como sejam metais pesados, uma vez que estão expostos a estes através 
da cadeia alimentar (ingestão de presas contaminadas) e estão em contacto direto com os 
contaminantes aquáticos dispersos na coluna de água (Nunes et al., 2014a). Para além 
disso, estas espécies de peixes bentónicos vivem no fundo dos compartimentos aquáticos 
em contacto direto com o sedimento e com as águas intersticiais que dissolvem, de forma 
frequente, grandes quantidades de contaminantes, incluindo metais (Schlicht et al., 2019). 
O pregado, S. maximus (Linnaeus, 1758), é uma espécie relevante em termos económicos, 
quer na pesca, quer na aquicultura, pertencente à família Scophthalmidae. O pregado é 
um peixe chato, naturalmente distribuído ao longo da costa europeia este e nordeste do 
oceano Atlântico, podendo ainda ser encontrado no Mar Báltico, ao longo do 
Mediterrâneo, e no Mar Negro (Schlicht et al., 2019). É um peixe que prefere águas frias, 
sendo mais comum nas latitudes mais a norte (Henriques, 1998). A produção de pregado 
em aquicultura tem vindo a crescer nos últimos anos, particularmente na China (64000 
toneladas em 2013), pois a sua biologia e fisiologia são bem conhecidas (FAO, 2012). Na 
Europa, o pregado é considerado como um peixe de preço elevado no mercado gourmet 
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de luxo, sendo produzido maioritariamente em Espanha e em Portugal (Schlicht et al., 
2019). S. maximus existe em grande abundância em meio selvagem, tendo uma grande 
importância trófica no ecossistema aquático e adaptabilidade a vários níveis de salinidade 
(Kerambrun et al., 2012; Vandamme et al., 2014). Além disso, devido à sua sensibilidade 
a inúmeros compostos químicos, é um dos organismos de teste mais utilizados em estudos 
ecotoxicológicos, sendo recomendado por diretrizes de teste padronizados (OECD, 
2000).  
O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos histopatológicos provocados pela 
exposição crónica (28 dias), em ambiente laboratorial controlado, a concentrações 
subletais e ecologicamente relevantes de contaminantes metálicos comuns (zinco e 
chumbo) em fígados de pregados (Scophthalmus maximus). 
 
II. Materiais e Métodos 
1. Organismos teste 
Os organismos teste usados neste trabalho foram juvenis de Scophthalmus maximus 
adquiridos numa unidade de produção de aquicultura, na Torreira (Aquacria Piscícolas 
S.A.), norte de Portugal. Após a sua aquisição, estes foram transportados vivos em arca 
refrigerada e aerificada até ao laboratório.  
Os animais foram mantidos durante 15 dias em condições laboratoriais controladas 
(período de quarentena/ aclimatação), em tanques de 500 litros em água salobra (20 psu) 
artificial, com fotoperíodo controlado (12h luz/12h escuro), aerificação contínua e 
temperatura constante (17,1 ± 1,6 °C). Os peixes foram avaliados diariamente e os 
indivíduos que não se encontrassem aparentemente saudáveis, ou que apresentavam 
alterações anatómicas externas e/ou um comportamento anormal de natação, foram 
descartados imediatamente. Não se verificou qualquer morte ou sintoma de doença 
durante o período de quarentena e aclimatação.  
No final do período de quarentena, foram selecionados aleatoriamente peixes com 
tamanhos semelhantes (comprimento total de 17,4 ± 1,5 cm e peso médio de 100 g). 
Foram replicados dois aquários para cada grupo de exposição, incluindo um grupo 
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controlo negativo. No total, foram preparados oito aquários de 50 litros (densidade 5,28 
kg/m2), cada um com cinco indivíduos.   
 
2. Exposição ao zinco e chumbo 
Os indivíduos foram expostos cronicamente (28 dias) a metais pesados previamente 
selecionados (zinco e chumbo), em concentrações subletais e consideradas 
ecologicamente relevantes, segundo as especificações da diretriz 215 da OECD, “Peixe, 
Teste de Crescimento Juvenil” (OECD, 2000).  
A escolha das concentrações de zinco e chumbo teve por base o trabalho de Mucha et al. 
(2003), que determinou as concentrações mínimas e máximas de zinco (6,2 a 457 μg Zn/g 
sedimento) e chumbo (0,25 a 192 μg Pb/g sedimento) em estuários portugueses (baixo 
Douro) fortemente expostos a atividades antrópicas. Tiveram ainda a finalidade de 
simular as condições de exposição que provavelmente ocorrerão em cenários reais e 
foram determinadas a partir de estudos anteriores, realizados em diferentes estuários, 
nomeadamente no Paquistão, Bélgica e Arábia Saudita (Tariq et al., 1991; Bervoets et 
al., 2001; Abdel-Moneim et al., 2012). 
Deste modo, os níveis mais baixos de zinco e chumbo selecionados para o presente estudo 
foram semelhantes aos encontrados na natureza para um dado estuário em condições 
reais. Por outro lado, as concentrações mais altas testadas, tiveram a finalidade de simular 
os piores cenários de contaminação por estes agentes.  
As exposições aos dois metais pesados foram independentes. No decorrer da exposição, 
um grupo controlo negativo foi exposto à água não contaminada, e os outros três grupos 
foram submetidos a concentrações distintas e crescentes (baixa, média e alta) dos 
elementos selecionados. As concentrações de zinco testadas foram 30, 90 e 270 μg/L, e 
as concentrações de chumbo foram de 300, 900 e 2700 μg/L. As soluções testadas de cada 
metal foram obtidas pela dissolução do composto puro [sulfato de zinco (ZnSO4 · 7H2O, 
Sigma-Aldrich 204986, 99,0%) e cloreto de chumbo (PbCl2, Sigma-Aldrich 268690, 
98,0%)] em água da torneira previamente desclorada.  
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De modo a confirmar os níveis nominais de contaminantes, efetuaram-se análises da água 
por espectrofotometria de absorção atómica por atomização por chama (AAS-FA) 
utilizando um Varian SpectrAA 220FS (Varian Inc., Califórnia, EUA). As amostras de 
água foram colhidas e armazenadas em frascos de plástico, previamente 
descontaminados, através de uma lavagem com ácido nítrico (HNO3) a 10% e congeladas 
para análises posteriores. 
As concentrações medidas estavam de acordo com as concentrações nominais: faixa de 
controlo, baixas, médias e altas concentrações, respetivamente: Zn (< limites de deteção 
(LOD), 29, 117 e 242 μg/L) e Pb (< LOD, 291, 878 e 2,629 μg/L). Os LOD foram 5 μg/L 
e 50 μg/L para Zn e Pb, respetivamente. A análise da precisão de replicação dos elementos 
individuais foi menor que 10% do desvio padrão relativo. 
Utilizou-se um sistema de exposição semi-estático, no qual 80% do meio foi renovado a 
cada 48 horas. Os pregados foram alimentados até a saciedade (ad libitum) com pellets a 
cada dois dias. Os parâmetros físico-químicos da água, como o oxigénio dissolvido (9,2 
± 0,4 e 8,6 ± 0,6 mg/L para Zn e Pb, respetivamente), pH (8,2 ± 0,2 e 8,1 ± 0,2 para Zn e 
Pb, respetivamente) e temperatura (17,0 ± 0,6 e 20,2 ± 0,6 °C para Zn e Pb, 
respetivamente) foram avaliados diariamente durante o período experimental, recorrendo 
a uma sonda multiparamétrica (YSI, 556 MPS).  
Adicionalmente, os níveis de amónia (0,25 ± 0,01 e 0,32 ± 0,02 mg/L para Zn e Pb, 
respetivamente) e nitritos (0,39 ± 0,02 e 0,29 ± 0,02 mg/L para Zn e Pb, respetivamente) 
foram avaliados antes de cada renovação do meio, através de um fotómetro (YSI, 9300 
Photometer), com recurso a pastilhas para teste de água (Palintest, NH3 e NO2).  
Nenhum dos peixes do grupo controlo morreu durante o período de exposição, o que se 
encontra em conformidade com a diretriz de teste usada, pois esta impõe uma taxa de 
mortalidade, no grupo controlo, inferior a 10% dos organismos expostos para que o teste 
seja válido (OECD, 2000).  
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3. Sacrifício dos animais 
A utilização dos organismos para o presente estudo foi previamente autorizada pelo 
Comité de Ética (ORBEA) da instituição de acolhimento (CIIMAR). Para além disso, os 
procedimentos experimentais tiveram em linha de conta as normas portuguesas para 
testes de bem-estar animal (Decreto-Lei 113/2013).  
No final do ensaio, os peixes foram sedados por arrefecimento rápido, com imersão 
imediata numa mistura de água e gelo (temperatura da água inferior a 4 °C) em partes 
iguais até que os peixes perdessem a capacidade de nadar e o movimento opercular. 
Depois procedeu-se à eutanásia por secção da espinal medula. Este método provou ser 
rápido e eficaz, não apresentando evidências de originar alterações histológicas (Wilson 
et al., 2009).  
 
4. Processamento histológico dos fígados 
A preparação dos tecidos para posterior análise das eventuais alterações histológicas 
seguiu um procedimento padrão (Behmer e Tolosa, 2003). O fígado foi retirado e fixado 
quimicamente em solução de Bouin por um período de 24 horas. 
 As amostras foram posteriormente desidratadas utilizando soluções de etanol de 
concentração crescente (70%, 80%, 90% e 100%). Depois procedeu-se à 
diafanização/clareamento das amostras com xilol por um período de 2 horas e por fim, as 
amostras foram incorporadas em parafina (56-58 °C). Os blocos foram cortados (4-7 μm) 
no plano parasagital usando um micrótomo manual (Reichert-Jung 2030). As secções 
finas, em duplicado, foram desparafinadas com xilol, reidratadas em etanol com 
concentrações decrescentes (100%, 90%, 80%, 70%) e água destilada (5 minutos). As 
secções foram depois coradas com hematoxilina-eosina (HE).  
A montagem das lamelas na lâmina de vidro foi efetuada com DPX (temperatura 
ambiente), seguida de secagem durante a noite. As preparações foram examinadas em 
microscópio ótico composto (Olympus CX41) acoplado a uma câmara digital USB 
(Olympus, SC30). Foram tiradas fotomicrografias, de fígados, com uma ampliação de 
400 X.  
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5. Análise histológica qualitativa e semi-quantitativa do fígado  
Efetuou-se a avaliação qualitativa da histologia do fígado para deteção de eventuais 
alterações tecidulares. As alterações histológicas foram determinadas com base em 
trabalhos publicados anteriormente em histopatologia de S. maximus (Bell et al., 1995; 
Olojo et al., 2005; Barja-Fernández et al., 2013). 
Seguiu-se uma avaliação semi-quantitativa para obtenção do índice de condição 
histopatológica ponderada por padrão de reação e para o órgão, utilizando uma versão 
modificada do protocolo descrito por Bernet et al. (1999). As alterações patológicas (alt) 
foram classificadas em cinco padrões de reação (rp): alterações circulatórias; alterações 
regressivas; alterações progressivas; alterações inflamatórias e alterações neoplásicas. 
A importância patológica da alteração visualizada foi definida com base num “fator de 
importância” (w) pré-estabelecido, classificado com 1, 2 ou 3, correspondendo a uma 
importância patológica mínima (lesões patológicas reversíveis), moderada (lesões que, na 
maioria das vezes, regridem depois da neutralização do agente causador de stress) e grave 
(lesões na maioria das vezes irreversíveis, que provocam perda parcial ou total da função 
do órgão afetado).  
A extensão de cada alteração foi estimada utilizando um “valor de pontuação” (a), 
variando de 0 a 6 dependendo do grau e extensão da alteração: (0) inalterada; (2) 
ocorrência leve; (4) ocorrência moderada; e (6) ocorrência severa (os valores intermédios 
não foram aplicados). Utilizando o “fator de importância” e o “valor de pontuação” 
foram calculados dois índices: o índice de reação do órgão (I org rp) e o índice total do 
órgão (I org), segundo as equações: I org rp = Σalt (a org rp alt × w org rp alt) e I org = 
Σrp Σalt (a org rp alt × w org rp alt).  
Os índices de condição histopatológica exibem o significado das lesões e o grau de dano 
tecidular, e possibilitam uma avaliação objetiva com recurso a testes estatísticos (Bernet 
et al., 1999).  
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6. Análise estatística  
Depois de se verificarem os pressupostos de distribuição normal (teste de Shapiro-Wilk) 
e a homogeneidade de variâncias (teste de Brown-Forsythe) dos dados obtidos, procedeu-
se a uma análise de variância unifatorial (One-Way ANOVA), seguida, caso necessário 
(p < 0,05), de um teste de Dunnett, para avaliar se os resultados obtidos nos grupos 
expostos eram significativamente distintos do grupo controlo. Os resultados foram 
exibidos como a média ± erro padrão para cada tratamento sob a forma de gráficos de 
barras. A análise estatística foi efetuada com o software SigmaPlot 14.0 com um nível de 
significância () de 0,05. 
 
III. Resultados 
O tipo e a prevalência de cada lesão específica, observados neste estudo após exposição 
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Tabela 1 - Enumeração dos padrões de reação e exemplos de modificações específicas 
relativas ao fígado observadas no presente estudo, segundo Bernet et al. (1999). Os 
fatores de importância (w) atribuídos a cada alteração específica do fígado são mostrados. 
Para cada distúrbio específico é descrita a prevalência de cada alteração, em percentagem, 
num total de 30 organismos expostos (exceto controlo); cada aquário (tratamento) contou 
com cinco pregados, e com duas réplicas por concentração. Para obter informação mais 
detalhada, consultar a secção de M&M.  

























Progressivos Hipertrofia dos hepatócitos 1 45 - 
Inflamatórios Centro de melanomacrófagos 2 27 - 
Neoplásicos Não observado 2/3 - - 
 
1. Zinco 
i. Avaliação qualitativa  
Os pregados do grupo controlo apresentaram uma arquitetura hepática normal (Fig. 1A). 
Os peixes expostos cronicamente (28 dias) ao zinco revelaram várias alterações no fígado, 
nomeadamente alterações progressivas, como hipertrofia dos hepatócitos (Fig. 1B). 
Foram ainda observadas alterações circulatórias, como hemorragia, dilatação dos 
capilares sinusóides (Fig. 1C) e hiperemia/congestão (Fig. 1C). Também se observaram 
modificações regressivas, como vacuolização citoplasmática (Fig. 1C) e núcleos 
picnóticos (Fig. 1C). Observaram-se ainda modificações inflamatórias, como a presença 
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de centros de melanomacrófagos (Fig. 1D). Não foram observadas modificações 
neoplásicas. 
Fig. 1 - Cortes histológicos de fígados de pregados expostos durante 28 dias a 
concentrações ecologicamente relevantes de zinco (coloração H&E, ampliação 400 X). 
Microfotografias de: grupo controlo (A) com arquitetura normal do tecido hepático, 
grupos expostos a 90 µg/L (B) e 270 µg/L, respetivamente (C e D). Núcleos picnóticos 
(seta preta preenchida), vacuolização citoplasmática (seta branca), dilatação dos capilares 
sinusóides (estrela) e hiperemia/congestão (seta preta estreita), centros de 
melanomacrófagos (círculo) e hipertrofia dos hepatócitos (ponta de seta). 
 
ii. Avaliação semi-quantitativa  
Nas alterações circulatórias observaram-se diferenças significativas entre tratamentos 
(análise de variância unifatorial: F [3,36] = 16,281; p < 0,05), mas apenas nos indivíduos 
submetidos à mais alta concentração de zinco testada (270 µg/L) comparativamente ao 
grupo controlo (teste de Dunnett, p < 0,05) (Fig. 2). 
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Para as alterações regressivas, também se obtiveram diferenças significativas entre 
tratamentos (análise de variância unifatorial: F [3,36] = 7,392; p < 0,05), em particular na 
concentração mais alta testada em relação ao grupo controlo (teste de Dunnett, p < 0,05) 
(Fig. 2).  
Do mesmo modo, nas modificações progressivas também foram observadas diferenças 
significativas entre grupos (análise de variância unifatorial: F [3,36] = 5,930; p = 0,001), 
nomeadamente entre o grupo controlo e os indivíduos expostos à concentração mais 
elevada (teste de Dunnett, p < 0,05) (Fig. 2).  
Contudo, em relação aos distúrbios inflamatórios não se verificaram diferenças 
estatisticamente significativas entre grupos (análise de variância unifatorial: F [3,36] = 
1,942; p = 0,146) (Fig. 2).  
Não foram encontradas alterações neoplásicas nos indivíduos expostos a concentrações 
ecologicamente relevantes de zinco.  
Em geral, os peixes expostos às concentrações mais elevadas de zinco (90 e 270 µg/L) 
apresentaram índices patológicos totais superiores relativamente aos do grupo controlo 
(análise de variância unifatorial: F [3,36] = 13,163; p < 0,001; seguida de teste de Dunnett, 
p < 0,05) após um período de exposição crónica (28 dias) (Fig. 2).  
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Fig. 2 - Índices patológicos totais e categóricos (circulatórios, regressivos, progressivos e 
inflamatórios) para os fígados de pregados, após exposição crónica (28 dias) a 
concentrações ecologicamente relevantes de zinco. Os dados são expressos como média 
para cada tratamento ± erro padrão. O asterisco representa os índices categóricos que 
possuem alterações significativamente distintas comparativamente com o grupo controlo 
(análise de variância unifatorial, seguida de teste de Dunnett, p < 0,05).  
 
2. Chumbo 
i. Avaliação qualitativa  
Os pregados do grupo controlo apresentaram uma arquitetura hepática normal (Fig. 3A). 
Os peixes expostos cronicamente (28 dias) ao chumbo revelaram várias alterações no 
fígado, nomeadamente modificações regressivas, como vacuolização citoplasmática (Fig. 
3B e 3C) e núcleos picnóticos (Fig. 3B). Também se observaram distúrbios circulatórios, 
como dilatação dos capilares sinusóides (Fig. 3C e 3D), hiperemia/congestão (Fig. 3C e 
3D) e hemorragia (Fig. 3D). Contudo, não foram observadas alterações progressivas, 
inflamatórias e neoplásicas.  
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Fig. 3 – Cortes histológicos de fígados de pregados expostos durante 28 dias a 
concentrações ecologicamente relevantes de chumbo (coloração H&E, ampliação 400 X). 
Microfotografias de: grupo controlo (A) com arquitetura normal do tecido hepático do 
grupo controlo, grupo exposto a 300 µg/L (B), 900 µg/L (C) e 2700 µg/L (D). 
Vacuolização citoplasmática (seta branca), hemorragia (círculo tracejado), núcleos 
picnóticos (seta preta preenchida), dilatação dos capilares sinusóides (estrela) e 
hiperemia/congestão (seta preta estreita). 
 
ii. Avaliação semi-quantitativa  
Relativamente às alterações circulatórias, observaram-se diferenças significativas entre 
tratamentos (análise de variância unifatorial: F [3,36] = 17,057; p < 0,05), nomeadamente 
entre os indivíduos submetidos às duas concentrações mais elevadas de chumbo testadas, 
em relação ao grupo controlo (teste de Dunnett, p < 0,05) (Fig. 4). Não foi observada 
nenhuma alteração significativa para alterações regressivas, apesar dos grupos expostos 
terem valores mais elevados (análise de variância unifatorial: F [3,36] = 2,767; p = 0,056) 
(Fig. 4).  
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Não foram encontradas alterações inflamatórias, progressivas e neoplásicas nos peixes 
expostos a concentrações ecologicamente relevantes de chumbo.  
Em geral, os peixes expostos às concentrações mais elevadas de chumbo (900 e 2700 
µg/L) apresentaram índices patológicos totais maiores relativamente ao grupo controlo 
(análise de variância unifatorial: F [3,36] = 10,628; p < 0,05; seguida de teste de Dunnett, 
p < 0,05), após um período de exposição crónica (28 dias) (Fig. 4).  
 
Fig. 4 - Índices patológicos totais e categóricos circulatórios e regressivos) para os fígados 
de pregados, após exposição crónica (28 dias) a concentrações ecologicamente relevantes 
de chumbo. Os dados são expressos como média para cada tratamento ± erro padrão. O 
asterisco representa os índices categóricos que possuem alterações significativamente 
distintas comparativamente com o grupo controlo (análise de variância unifatorial, 
seguida de teste de Dunnett, p < 0,05). 
 
IV. Discussão  
A poluição por metais pesados em ambientes aquáticos é provocada essencialmente por 
atividades antropogénicas (Hermenean et al., 2015; Zhao et al., 2017; Łuczyńska et al., 
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2018). Estes elementos representam uma séria ameaça aos ecossistemas aquáticos, 
principalmente devido à sua persistência ambiental e bioacumulação (Hermenean et al., 
2015; Zhao et al., 2017; Łuczyńska et al., 2018). A propriedade que os metais têm de 
bioacumular em alguns tecidos e órgãos é usada regularmente em programas de 
monitorização ambiental (El-Naggar et al., 2009). Além disso, os metais são 
magnificados ao longo da cadeia trófica, colocando riscos sérios aos predadores de topo, 
incluindo o Homem (El-Naggar et al., 2009; Fair et al., 2018; Saibu et al., 2018). 
A exposição a metais pesados provoca diversas alterações nos organismos aquáticos, 
incluindo peixes (Khayatzadeh e Abbasi, 2010; Aktar et al., 2011; Afshan et al., 2014). 
Os efeitos tóxicos manifestam-se quando os mecanismos excretores, metabólicos, de 
armazenamento e de destoxificação perdem a capacidade de impedir a absorção, 
originando potenciais alterações histológicas e fisiológicas (Rajeshkumar e Li, 2018).  Os 
metais pesados acumulam-se em diversos órgãos vitais, desencadeando perturbações no 
crescimento, reprodução, bem como alterações tecidulares na pele, fígado, baço, músculo, 
brânquias e rins (Zheng et al., 2011; Oğuz e Yeltekin, 2014; Arantes et al., 2016). Por 
estas razões, a análise dos níveis de metais pesados em peixes é bastante relevante em 
termos toxicológicos (Kaoud e El-Dahshan, 2010; Jaishankar et al., 2014; Arantes et al., 
2016). 
O zinco é um micronutriente essencial e indispensável para o crescimento e 
desenvolvimento de todos os organismos vivos, incluindo os peixes (Kloubert e Rink, 
2015; Pouil et al., 2017; Leitemperger et al., 2019). É essencial para a função de muitas 
classes de enzimas, sendo fundamental para diversas funções celulares básicas, como o  
metabolismo de proteínas, ácidos nucleicos, hidratos de carbono e lípidos, estando 
também envolvido em funções avançadas, nomeadamente ao nível do sistema 
imunológico e neurológico, e como agente de sinalização intracelular (Hogstrand, 2011; 
Loro et al., 2014; Kloubert e Rink, 2015). No entanto, quando em excesso, o zinco torna-
se tóxico para os organismos, nomeadamente para os peixes, podendo causar distúrbios a 
nível bioquímico e fisiológico (Santos et al., 2012; Zheng et al., 2017; Leitemperger et 
al., 2019). 
O zinco na dieta apresenta baixa toxicidade para os vertebrados, incluindo peixes 
(Hogstrand, 2011). Contudo, peixes bentónicos podem estar mais suscetíveis a uma maior 
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absorção do zinco que se encontra nos sedimentos (Giardina et al., 2009). 
Adicionalmente, os peixes e outros animais aquáticos que respiram o oxigénio dissolvido 
na água são mais sensíveis a níveis de zinco elevados (Hogstrand, 2011). Parte do zinco 
dissolvido na água é absorvido por um transportador comum de deslocação de zinco-
cálcio, situado nas células de cloro do epitélio branquial em peixes (Giardina et al., 2009). 
Contudo, é provável que o peixe seja capaz de resistir ao período inicial de exposição a 
níveis elevados de zinco, pois possui capacidade de efetuar ajustes bioquímicos e 
fisiológicos, de modo a restaurar a homeostasia, processo designado por aclimatação 
(Hogstrand, 2011). Este equilíbrio é conseguido através de mecanismos de excreção e 
inibição da absorção gastrointestinal, pois os peixes têm capacidade de modular as 
concentrações plasmáticas de zinco quando os níveis de zinco na dieta e na água são 
elevados (Giardina et al., 2009). 
Os níveis totais de zinco no organismo ficam mais elevados com o aumento das 
concentrações de zinco na dieta e na água (Kloubert e Rink, 2015). Deste modo, os peixes 
predadores, que se encontram no topo da cadeia alimentar aquática, manifestam 
rapidamente desconfortos fisiológicos quando expostos a altas concentrações de zinco 
(Ratn et al., 2018). Isto porque, se um ecossistema aquático possuir altos níveis de zinco, 
os peixes que se encontram no topo da cadeia alimentar estão mais suscetíveis à ingestão  
aumentada de zinco, uma vez que os peixes menores, de que eles se alimentam, podem 
possuir uma grande acumulação de zinco nos tecidos (Giardina et al., 2009). Esta situação 
é prejudicial para os peixes, bem como para os que os consomem, de forma direta ou 
indireta, através da cadeia alimentar (Ratn et al., 2018).  
Tendo em conta estudos anteriores, torna-se evidente que concentrações tóxicas de zinco 
induzem uma série de efeitos prejudiciais em diferentes espécies de peixes, afetando as 
brânquias, o fígado e os rins, e o bem-estar geral dos organismos (Zheng et al., 2011; 
Arantes et al., 2016; Ratn et al., 2018). A dificuldade respiratória, provocada por danos 
nas brânquias ou pela acumulação exagerada de muco, é um indício manifestado por 
peixes expostos de forma aguda ao zinco (Ratn et al., 2018). Existem fortes evidências 
que o principal efeito tóxico é a hipocalcemia, provocada pelo zinco, induzindo alterações 
na absorção de cálcio nas brânquias (Loro et al., 2014). Além disso, peixes expostos a 
altas concentrações de zinco apresentam problemas dermatológicos, imunológicos, falta 
de apetite e mortalidade (Ratn et al., 2018). Perante uma exposição crónica a elevadas 
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concentrações de zinco, é muito provável que ocorra bioacumulação no fígado e nos rins, 
órgãos primários de biotransformação em peixes, responsáveis pela destoxificação e 
excreção, respetivamente (Ratn et al., 2018). A exposição prolongada ao zinco induz 
stress oxidativo nos peixes, através da superprodução de espécies reativas de oxigénio 
(Nunes et al., 2014a, b; Zheng et al., 2017). Estas substâncias e biomoléculas metabólicas 
reativas induzem alterações em peixes, como vacuolização, picnose, necrose e hipertrofia 
inflamatória no fígado, e redução do lúmen no túbulo renal, mudanças degenerativas no 
glomérulo, vacuolização e necrose nos rins (Ratn et al., 2018).  
O chumbo é um metal não essencial para as funções dos organismos e um componente 
natural da crosta terrestre, que está presente em solos, plantas e água, em quantidades 
vestigiais (Tchounwou et al., 2012; Ribeiro et al., 2014; Lee et al., 2019). Apesar do 
chumbo ser omnipresente em ambientes aquáticos, altos níveis de exposição ao chumbo 
podem dever-se a várias atividades antrópicas, incluindo a produção de baterias, tintas e 
cimento, exploração mineira e fundição (Tchounwou et al., 2012; Xu et al., 2018; Lee et 
al., 2019). Desde o final do ano de 1970 que a exposição ao chumbo reduziu bastante 
devido à diminuição dos níveis de chumbo em tintas, latas de comida e bebida, e na 
canalização, e mais tarde a sua eliminação na gasolina (Tchounwou et al., 2012).  
Não existem vias eficazes de metabolização e eliminação de chumbo, sendo frequente a 
bioacumulação em diferentes tecidos e órgãos de peixes expostos, pois este não é 
biodegradável e tem capacidade de se ligar facilmente aos átomos de oxigénio e enxofre 
das proteínas, para originar um complexo estável (Ribeiro et al., 2014). A exposição 
crónica ao chumbo leva a perturbações que interferem com a homeostasia do cálcio. Nos 
peixes, o cálcio influencia a toxicidade do chumbo pois regula a sua distribuição nos 
tecidos (Lee et al., 2019). Deste modo, o cálcio tem um efeito protetor contra o chumbo 
diminuindo a sua acumulação nos tecidos (Lee et al., 2019).  
Os peixes podem acumular chumbo através da água e da dieta (Alsop et al., 2016). 
Independentemente da via de exposição, o chumbo concentra-se em níveis mais elevados 
nos músculos, brânquias, rins e fígado (Spry e Wiener, 1991; Al-Balawi et al., 2013). O 
chumbo é um dos principais contaminantes ambientais que pode induzir toxicidade nos 
ecossistemas aquáticos, como efeitos prejudiciais hematológicos, renais, reprodutivos, 
comportamentais e neurológicos nos peixes, que podem levar à morte (Paul et al., 2014; 
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Dos Santos et al., 2016; Junejo et al., 2019). Existem evidências de alterações 
histopatológicas induzidas por chumbo no fígado, brânquias, intestino, rins, músculos e 
baço, em espécies distintas de peixes (Fatima e Usmani, 2013; Macirella et al., 2019; 
Mahboob et al., 2020). 
A técnica histopatológica representa um método apropriado, dentro de todos os 
procedimentos ecotoxicológicos, pois permite uma rápida avaliação dos efeitos 
provocados pela exposição a contaminantes em diversos tecidos de organismos aquáticos  
(Bernet et al., 1999). Esta ferramenta permite situar, descrever e quantificar lesões que 
ocorrem em órgãos alvo específicos de peixes expostos a xenobióticos presentes na água 
(Bernet et al., 1999; Nero et al., 2006; Santos et al., 2012). A escolha dos órgãos a avaliar 
é dependente da sua função, do poluente em questão e das propriedades físico-químicas 
da água, como a temperatura, concentração de oxigénio, pH e dureza (Bernet et al., 1999). 
O fígado nos peixes tem um papel protetor contra a exposição a metais pois é um local 
de armazenamento e um órgão vital na regulação dos metais (Ahmad et al., 2015). Deste 
modo, o fígado é considerado um dos principais órgãos de bioacumulação de metais e de 
destoxificação em vertebrados, especialmente em peixes (El-Naggar et al., 2009; 
Mahboob et al., 2020). As lesões histopatológicas do fígado demonstraram ser 
indicadores fidedignos e confiáveis de exposição a metais (Ptashynski e Klaverkamp, 
2002).  
Os resultados do presente estudo demonstram que a exposição a concentrações 
ecologicamente relevantes de zinco e chumbo provocam efeitos tecidulares adversos no 
fígado de S. maximus. Estes resultados corroboram estudos prévios que relataram várias 
alterações no tecido hepático decorrentes da exposição a concentrações ecologicamente 
relevantes de espécies metálicas em organismos aquáticos (Mekkawy et al., 2012; 
Hermenean et al., 2015; Don Xavier et al., 2019; Mahboob et al., 2020). 
As alterações observadas no presente estudo também foram apontadas por outros estudos 
em que os indivíduos de S. maximus foram expostos a óleo de borragem na dieta e óleo 
de peixe marinho (Bell et al., 1995), metais pesados, como o cádmio, o cobre e o zinco 
(Alvarado et al., 2005), e a éteres difenílicos polibromados (2,2′,4,4′-tetrabromodifenil 
éter) (Barja-Fernández et al., 2013). 
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As alterações circulatórias foram os distúrbios mais comuns para os dois metais, 
observando-se no fígado de pregado, sinais de hemorragia, hiperemia/congestão e 
dilatação dos capilares sinusóides, com mais prevalência para o chumbo. 
A hemorragia corresponde à saída de sangue do sistema vascular,  que ocorre devido a 
uma lesão do endotélio vascular, que pode ser provocada pelo aumento da pressão arterial, 
resultante da exposição a substâncias tóxicas (Morrison et al., 2007; Javed et al., 2016).  
Por outro lado, a hiperemia corresponde ao aumento da quantidade de sangue no interior 
dos vasos, num órgão ou tecido, enquanto que a congestão (pouco sangue é removido de 
um local) indica um entupimento venoso passivo (Morrison et al., 2007). A hiperemia, 
geralmente, surge acompanhada por sinais de inflamação e está associada à dilatação 
vascular, devido à libertação de mediadores inflamatórios (Morrison et al., 2007). A 
congestão passiva está associada à redução de fluxo venoso provocada por circunstâncias 
não inflamatórias, como insuficiência cardíaca, contração ou obstrução do fluxo vascular, 
devido a tumores ou outras formas compressivas (Morrison et al., 2007). No entanto, 
histologicamente é difícil distinguir hiperemia de congestão (Morrison et al., 2007). Uma 
obstrução do fluxo venoso em qualquer nível entre o coração e os sinusóides origina 
congestão dos vasos e um aumento da pressão venosa, o que eventualmente resulta na 
dilatação dos sinusóides, pois o sangue tem dificuldade em passar pelos sinusóides para 
chegar à veia central, forçando o coração a bombear o sangue com mais força (Bayraktar 
et al., 2007).  
Distúrbios circulatórios similares, englobando hemorragia, hiperemia/congestão e 
dilatação dos capilares sinusóides, foram já observados em peixes expostos a metais 
(Kaoud e El-Dahshan, 2010; Abalaka, 2015; Cuevas et al., 2016; Rajeshkumar e Li, 2018; 
Mahboob et al., 2020; Mustafa, 2020), particularmente ao cobre (Figueiredo-Fernandes 
et al., 2007), ao cádmio (Mekkawy et al., 2012), ao cádmio e ao chumbo (Parvin et al., 
2014), a nanopartículas de óxido de ferro (Qualhato et al., 2018) e a nanopartículas de 
dióxido de cério (Correia et al., 2019, 2020).  
No que diz respeito às modificações regressivas, foram observadas vacuolização 
citoplasmática e núcleos picnóticos nos fígados de peixes expostos aos dois metais, 
novamente com maior prevalência para o zinco.  
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A presença de lípidos ou glicogénio no citoplasma dos hepatócitos é normal e está 
relacionada com a função metabólica normal do fígado (Camargo e Martinez, 2007). 
Contudo, a sua acumulação excessiva (levando à vacuolização dos hepatócitos) pode 
dever-se a um desequilíbrio entre a síntese de substâncias nas células parenquimatosas e 
a sua passagem para a circulação sistémica (Morrison et al., 2007). Esta é descrita como 
um processo degenerativo, consequência de um dano metabólico, provavelmente 
relacionado com a exposição a água contaminada (Bernet et al., 1999; Camargo e 
Martinez, 2007; Alm-Eldeen et al., 2018). Deste modo, a vacuolização citoplasmática é 
apontada como um mecanismo de defesa celular contra substâncias nocivas aos 
hepatócitos, pois este mecanismo vai neutralizar os agentes danosos, impedindo-os de 
interferir com as atividades biológicas dessas células (Shubin et al., 2016). Isto, porque 
apesar da vacuolização dos hepatócitos ser uma lesão reversível, pode evoluir para 
situações irreversíveis e originar perturbações graves da função celular (Morrison et al., 
2007; Shubin et al., 2016). 
O grau de vacuolização visualizado nos fígados de peixe foi maior para as doses mais 
altas, nos dois metais. No entanto, apesar da vacuolização citoplasmática ser visível nos 
fígados expostos a ambos os metais, esta era mais acentuada nos fígados expostos às mais 
altas concentrações de zinco.  
Alvarado et al. (2005) descreveram um aumento da vacuolização citoplasmática dos 
hepatócitos em fígado de S. maximus após exposição a concentrações de 1 mg/L de metais 
pesados (cádmio, cobre e zinco) por um período de 7 dias. Da mesma forma, Van Dyk et 
al. (2007) descreveram que a vacuolização hepática pode resultar de uma exposição a 
produtos químicos. Do mesmo modo, Lukin et al. (2011) relataram que a vacuolização 
de hepatócitos era a patologia mais comum em peixes expostos a contaminantes. No 
mesmo sentido, Abalaka (2015) referiu que a vacuolização hepática pode dever-se a uma 
deposição de lípidos e/ou glicogénio, sugerindo distúrbios no metabolismo, como 
consequência da exposição a substâncias tóxicas.  
Por outro lado, a presença de núcleos picnóticos corresponde a alterações visíveis no 
núcleo e caracteriza-se pela condensação da cromatina e contração do núcleo em resposta 
a um dano celular (Burgoyne, 1999; Morrison et al., 2007). A lesão celular pode evoluir 
até um ponto sem retorno, onde a célula é incapaz de se adaptar e a homeostase não é 
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mais possível, sendo a lesão irreversível pois ocorre morte celular ou necrose (Burgoyne, 
1999; Morrison et al., 2007).   
Porém, como no presente estudo não se observou necrose nos tecidos hepáticos expostos 
a zinco e chumbo, a evolução para situações de necrose hepática, provavelmente requer 
uma exposição mais prolongada ou concentrações mais elevadas no caso do pregado.  
De forma similar a este estudo, Abdel-Moneim et al. (2012) também visualizaram núcleos 
picnóticos no fígado de peixes que viviam em três estuários da Arábia Saudita, que 
continham níveis de cádmio (> 0,003 mg/L) e chumbo (> 0,01 mg/L) em concentrações 
acima dos valores de referência da Organização Mundial de Saúde (OMS). Thophon et 
al. (2003) também observaram núcleos picnóticos no tecido hepático após uma exposição 
aguda a cádmio. Do mesmo modo, Correia et al. (2019, 2020) visualizaram a presença de 
núcleos picnóticos após exposição a nanopartículas de dióxido de cério. 
Em relação às alterações progressivas, estas apenas foram visualizadas na exposição ao 
zinco. O distúrbio visualizado foi a hipertrofia dos hepatócitos que se caracteriza por um 
aumento no tamanho dos hepatócitos e é a causa do aumento do peso do fígado (Asaoka 
et al., 2016). A hipertrofia dos hepatócitos pode ser induzida por produtos químicos e está 
particularmente ligada à indução de enzimas metabólicas (Morrison et al., 2007; 
Maronpot et al., 2010). A indução dessas enzimas metabólicas é considerada uma 
resposta adaptativa à destoxificação de xenobióticos (Asaoka et al., 2016). Porém, pode 
ocorrer toxicidade quando as respostas do fígado excedem as capacidades adaptativas ou 
quando as alterações ou enzimas induzidas geram metabolitos tóxicos, sendo as 
consequências influenciadas pelo tipo e dose do xenobiótico (Maronpot et al., 2010). À 
semelhança do presente estudo, a hipertrofia dos hepatócitos também foi descrita por 
Syasina et al. (2012) e Macêdo et al. (2020) em peixes provenientes de rios contaminados 
por metais pesados.  
Relativamente aos distúrbios inflamatórios, a alteração visualizada, apenas nos fígados 
de pregado expostos a zinco, foi a presença de centros de melanomacrófagos. Os centros 
de melanomacrófagos (MMCs), desempenham um papel relevante na resposta 
imunológica e têm sido usados como biomarcadores para avaliar a saúde dos peixes e a 
poluição do ambiente aquático (Qualhato et al., 2018). Os MMCs são encontrados 
sobretudo nos rins e no baço e, eventualmente, no fígado de muitos vertebrados (Steinel 
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e Bolnick, 2017). Os melanomacrófagos (MMs) são células multifuncionais que efetuam 
a fagocitose de glóbulos vermelhos, células hematopoiéticas e detritos celulares, 
promovem a destoxificação de moléculas exógenas e endógenas, causam deposição do 
ferro, proveniente da eliminação de glóbulos vermelhos e acumulam diferentes 
pigmentos, tais como melanina, lipofuscina e hemossiderina (Qualhato et al., 2018). 
Assim, além da sua capacidade de eliminação de resíduos e do armazenamento a longo 
prazo de xenobióticos, os MMCs estão envolvidos nas funções imunes inatas e 
adaptativas (Brum et al., 2018). Deste modo, a presença de MMCs nos fígados expostos 
às mais altas concentrações de zinco, pode dever-se a uma resposta imunológica do 
organismo teste ao xenobiótico, estando, portanto, envolvida na 
eliminação/destoxificação de partículas nocivas. Resultados semelhantes foram obtidos 
por Don Xavier et al. (2019) que observou MMCs no fígado de peixes expostos a elevadas 
concentrações de zinco e cobre, referindo que estes estão envolvidos na neutralização de 
partículas estranhas ao organismo. Nos fígados de peixe expostos ao chumbo não foram 
observadas alterações inflamatórias. 
As modificações neoplásicas não foram observadas no presente estudo para os dois 
componentes metálicos.  
As alterações observadas no presente estudo foram apontadas por diversos estudos com 
outras espécies de peixes, submetidas a vários poluentes como metais, (Fatima e Usmani, 
2013; Arantes et al., 2016; Alm-Eldeen et al., 2018; Jabeen et al., 2018; Mahboob et al., 
2020), particularmente ao mercúrio (Jagoe et al., 1996), cádmio (Thophon et al., 2003), 
chumbo (Olojo et al., 2005), zinco (Zheng et al., 2011; Ratn et al., 2018), cádmio e 
chumbo (Abdel-Moneim et al., 2012), cobre (Paruruckumani et al., 2015), zinco e cobre 
(Don Xavier et al., 2019), a nanopartículas de dióxido de cério (Correia et al., 2019, 
2020), a herbicidas, como almix (metsulfuron metil 10.1%+chlorimuron etil 10.1%) 
(Samanta et al., 2015), à base de glifosato (dos Santos et al., 2017), a toxinas, 
nomeadamente a aflatoxina (Mwihia et al., 2018), a medicamentos, como o omeprazol 
(Costa et al., 2018), eritromicina (Rodrigues et al., 2019b), eritromicina e oxitetraciclina 
(Rodrigues et al., 2019a).  
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Embora as lesões hepáticas descritas neste estudo não sejam, geralmente, específicas para 
metais pesados, é possível afirmar que existe uma relação causal entre as concentrações 
de metais e os distúrbios observados no fígado de peixes. 
Tendo em conta a avaliação semi-quantitativa, relativa ao zinco, podemos concluir que 
as modificações que mais se manifestaram no tecido hepático foram as circulatórias, 
seguindo-se as regressivas. Estas alterações manifestavam-se com maior gravidade para 
as mais altas doses testadas (90 e 270 µg/L).  
Em relação à avaliação semi-quantitativa, relativa ao chumbo, as alterações mais 
visualizadas no tecido hepático foram as circulatórias. Estas eram mais acentuadas para 
as doses mais altas (900 e 2700 µg/L).  
Os dados observados no fígado de indivíduos de S. maximus expostos aos dois metais 
apontam para distúrbios fisiológicos com uma importância patológica leve a moderada, 
o que indica que a maioria das lesões são reversíveis e, portanto, regridem com a 
eliminação da exposição ao xenobiótico. Isto porque o fígado está envolvido em vários 
processos fisiológicos, como o metabolismo de macronutrientes, regulação do volume 
sanguíneo, suporte do sistema imunológico, controlo endócrino das vias de sinalização 
de crescimento, homeostase de lípidos e colesterol e a quebra de compostos xenobióticos, 
incluindo metais pesados (Trefts et al., 2017). 
Deste modo, pode-se concluir que as alterações observadas no tecido hepático se devem 
à exposição ao zinco e chumbo, pois o fígado tem um papel fundamental na transformação 
e subsequente excreção de xenobióticos, e que as modificações observadas no presente 
estudo são alterações adaptativas, que regridem com a eliminação da exposição ao agente 
causador de stress (Hadi e Alwan, 2012; Dang et al., 2017). 
Assim, as mudanças visualizadas nos fígados de peixe expostos a concentrações 
ecologicamente relevantes de zinco e chumbo indicam que os indivíduos de S. maximus 
têm capacidade de efetuar ajustes fisiológicos, de modo a restaurar a homeostasia, através 
mecanismos de excreção e inibição da captação gastrointestinal, que constituem um 
mecanismo de defesa contra níveis elevados de metais pesados. Isto é suportado pelos 
índices patológicos totais obtidos para as concentrações mais elevadas de zinco e chumbo.  
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V. Conclusão  
O presente estudo utilizou uma análise histopatológica padrão para avaliar os danos no 
fígado de indivíduos de pregado (S. maximus), resultantes da exposição a dois metais 
pesados (zinco e chumbo), encontrados no compartimento aquático.   
Foram observadas diversas alterações histopatológicas no fígado de pregado provocadas 
pelos dois componentes metálicos. A toxicidade foi maior para as mais altas 
concentrações testadas, nos dois metais.  
A generalidade das alterações foi leve ou moderada, inespecífica e reversível, 
representando, em alguns casos, modificações adaptativas. Porém, estas modificações 
teciduais podem significar que os mecanismos excretores, metabólicos, de 
armazenamento e de destoxificação perderam a capacidade de impedir a absorção destes 
contaminantes, apontando também para a existência de perturbações bioquímicas nos 
peixes expostos.   
Tendo em conta os resultados obtidos, conclui-se que o zinco e o chumbo acarretam riscos 
para a saúde dos organismos aquáticos, mesmo em baixas concentrações e por curtos 
períodos de exposição (comparativamente com a exposição no seu habitat natural), que 
consequentemente, podem afetar as suas funções vitais. 
Os dados histopatológicos deste estudo sugerem que o fígado ainda mantém o seu 
funcionamento fisiológico, após a exposição a concentrações ecologicamente relevantes 
de zinco e chumbo, o que indica que seria necessária uma exposição mais prolongada 
e/ou concentrações mais elevadas destes metais, para provocar uma perda parcial/total da 
função do órgão.  
Este estudo confirma também que a histopatologia é um biomarcador promissor e bem 
fundamentado para a deteção de contaminação ambiental aquática, em organismos não 
alvo, e um método eficiente e complementar para prever efeitos adversos e toxicidade, 
constituindo uma alternativa a outros processos mais dispendiosos. 
Assim, são necessários mais estudos, em organismos aquáticos distintos para alicerçar os 
resultados obtidos neste estudo e estabelecer os efeitos prejudiciais à saúde dos peixes, 
resultantes da exposição a concentrações ecologicamente relevantes de zinco e chumbo, 
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de modo, a constituir um sinal de alerta para o risco da acumulação de metais pesados 
nos compartimentos aquáticos provenientes de atividades antropogénicas.  
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